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Résumé: 
 
La fumée de cigarette expose les fumeurs et leur entourage, à des substances chimiques 
toxiques responsables de maladies graves voire mortelles. L’évaluation de l’exposition au tabac 
permet d’apprécier le degré de dépendance et l’intensité de l’imprégnation tabagique. 
 
Notre étude porte sur l’évaluation de cette exposition chez un groupe de fumeurs chroniques et un 
groupe de « fumeurs passifs »et ceci par détermination des marqueurs du tabagisme : 
 
 Evaluer les taux de nicotine et de cotinine urinaires chez l’ensemble des sujets par 
chromatographie liquide haute performance (HPLC-DAD) utilisant une méthode d’extraction en 
phase solide (SPE) ; 
 
 Evaluer le taux de la carboxyhémoglobine chez ces sujets ; 
 
 Evaluer certains paramètres biochimiques (bilan lipidique et glycémie) et hémobiologiques 
(numération sanguine) chez ces sujets ; relever les perturbations éventuelles. 
 
Mots clés : Tabagisme ; Nicotine ; Cotinine ; Carboxyhémoglobine. 
 
 I- Introduction : 
 
Les  marqueurs du tabagisme sont utilisés pour objectiver l’exposition au tabac, ils apprécient 3 
points essentiels : la dépendance au tabac, l’intensité de l’imprégnation tabagique et la façon de fumer [1]. 
 
 Il est important de distinguer les marqueurs spécifiques (nicotine et cotinine) du tabac des 
marqueurs non spécifiques (carboxyhémoglobine HBCO,biomarqueurs biologiques) pouvant avoir 
d'autres origines que la fumée de cigarette [2].  
La nicotine est le principal  alcaloïde du tabac (90% des alcaloïdes). Lors de la combustion, elle 
est retrouvée dans la fumée de tabac. 
La majeure partie est métabolisée dans le foie en plusieurs métabolites dont la cotinine[2]. 
La nicotine et ses métabolites, se retrouvent dans le plasma, la salive, la sueur, les urines, le lait 
maternel, et même dans les cheveux, mais la plus part des investigateurs préfèrent les prélèvement 
urinaires que le plasma ou  la salive car ils sont plus faciles à obtenir et les concentrations de nicotine et 
de cotinine dans les urines sont plus élevées que dans le plasma ou la salive [3]. 
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Fig. 1 : Métabolisme de la nicotine [4]. 
 
Les pourcentages indiqués correspondent à la quantité relative des différents métabolites présents 
dans les urines. 
-Il existe plusieurs méthodes de dosage de la nicotine et de la cotinine dans les milieux biologiques tel 
que : 
*Des  méthodes colorimétriques ; 
*Des méthodes immunologiques : test RIA (Radio Immuno Assay) et test ELISA (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) ; 
*Des méthodes chromatographiques : chromatographie sur couche mince (CCM), chromatographie phase 
gazeuse et la chromatographie liquide haute performance, cette dernière est considérée comme étant  la 
technique de référence car elle est très sensible et spécifique. Cependant, elle est coûteuse en temps de 
personnel et nécessite un appareillage spécialisé [2]. 
II- Matériels et méthodes : 
   1- Paramètres d’évaluation : 
 
L’évaluation de l’exposition tabagique au cours de cette étude porte sur : 
 
 Le dosage urinaire de la nicotine et de la cotinine.  
 La mesure du taux sanguin de la carboxyhémoglobine : % HbCO 
 
 L’évaluation de paramètres biochimiques et hémobio-logiques en tant que marqueurs secondaires. 
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2- Méthodologie analytique : 
 
2-1- Prélèvements : 
 
- Prélèvements sanguins chez des sujets à jeun [pour la NS (numération sanguine) et les paramètres 
biochimiques] ; 
 
- Prélèvements sanguins sur un tube avec un anticoagulant (EDTA) après 5-6 h d’exposition pour HbCO ; 
 
- Prélèvements urinaires en fin de poste de travail pour le dosage urinaire de la nicotine et la cotinine. 
 
2-2- Dosage de la nicotine et de la cotinine urinaire : 
    1- Principe : 
 
-Une méthode d’extraction en phase solide utilisant des cartouches SPE 
(solide phase extraction) de type HLB (hydrophile lipophile balance) a été développée pour la 
détermination simultanée de la nicotine et son principal métabolite la cotinine dans des échantillons 
urinaires. 
 
- La phase mobile est constituée d’un tampon acétate (contenant 0.03 M d’acétate de sodium et 0.1 M 
d’acide acétique) et d’acétonitrile (78 :22 % (v/v)) contenant 0.02 M d’octane sulfonate de sodium 
comme ion pair. Le pH de la phase mobile est ajusté à 3.6 par la triéthylamine  pour une meilleure 
résolution et pour éviter la traînée des pics chromatographiques. 
 
- Le détecteur PDA est fixé à une longueur d’onde de 259 nm et la colonne est mise au four à une 
température de 40°C. Le débit de la phase mobile est de 1ml/mn.  
 
Le volume d’injection est de 20µl [3]. 
 
2- Extraction des échantillons urinaires : 
 
- Conditionnement des SPE HLB de 3 cc : 
o 2 ml méthanol. 
o 2 ml d’eau distillée. 
- Préparer un mélange de 2 ml d’urines avec 2 ml de NaCl à 9%0 à pH 13. 
-Centrifuger ce mélange. 
-Récupérer le surnagent et le passer dans les SPE préconditionnées. 
-Rincer les SPE avec de l’eau purifiée (deux fois). 
-Elution avec 2 ml (méthanol, acétate d’ammonium à 10 m mol/l (90/10. v/v)) 
 
3- Performances de la technique : 
   a- étalonnage : 
 
-La limite de détection de la technique utilisée est de 0.05 µg/ml pour la nicotine et la cotinine. Cette 
méthode est linéaire de 0.1-10 µg/ml.  
 
-Les courbes de calibration  de la gamme étalon et de la gamme matrice  ont été obtenues par la 
préparation de diverses concentrations, 0.5, 1, 2, 5 et 8 µg/ml de nicotine et de cotinine. 
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Tableau 1 : 
 
Courbe de calibration de nicotine et de cotinine (gamme étalon) : dans du méthanol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2 : 
Courbe de calibration de nicotine et de cotinine (gamme matrice) : dans les urines 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b- taux de recouvrement : 
 
Il a été calculé en comparant les surfaces des pics des concentrations de la gamme matrice avec 
celles la gamme étalon. 
 
- Le taux de recouvrement de la nicotine est de 83 à 93% (moyenne : 88%)   et il est de 83 à 88 %  
(moyenne : 85%) pour la cotinine à l’exception de la solution à 8µg/ml qui  a été écartée. 
 
-Il s’agit d'une méthode spectrophotométrique  réalisée en milieu alcalin et basée sur un système à deux 
composantes, hémoglobine Hb et carboxyhémo-globine HbCO.  
       
         -La détermination de la teneur en carboxy-hémoglobine nécessite des lectures d'absorption, contre un blanc, 
à 558 et à 532 nm, point isobestique [5]. 
 
 
 
 
composé Concentration  
(µg/ml) 
Nombre de concentration Coefficient de corrélation (r) 
 
nicotine 
 
0.5-8 
 
5 
 
0.99995 
 
cotinine 
 
0.5-8 
 
5 
 
0.99995 
composé Concentration  
(µg/ml) 
Nombre de concentration Coefficient de corrélation (r) 
 
nicotine 
 
0.5-8 
 
5 
 
0.99919 
 
cotinine 
 
0.5-8 
 
4 
 
0.99974 
 
4- Préparation des échantillons urinaires : 
 
-Les échantillons urinaires des groupes fumeurs actifs, fumeurs passifs et témoins ont été traités  
de la même manière que les solutions de la gamme matrice. 
 
-Le dosage de la nicotine et de la cotinine  a été effectué en rapport des gammes matrices.  
Les taux de nicotine et cotinine urinaires sont exprimés en µg/ml. 
  
2-3- Mesure du taux de carboxyhémoglobine 
- Principe :  
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2-4- Evaluation des paramètres bilogiques: 
 
- le dosage des paramètres biochimiques (triglycérides, cholestérol total, HDL cholestérol, LDL 
cholestérol et glycémie), ainsi que la FNS a été fait par technique automatique. 
 
III- Résultats : 
 
  1- Nicotine et Cotinine : 
 
Le tableau 3 représente les résultats des taux de nicotine et  de cotinine urinaires chez les groupes de 
fumeurs actifs, de fumeurs passifs et des témoins.  
 
Tableau 3 : 
 
ND : non détecté. 
 
2- Taux d’HbCO : 
 
Le tableau 4 représente les résultats des taux de HbCO chez les groupes de fumeurs actifs, de 
fumeurs passifs et des témoins. 
 
Tableau 4 : 
Valeurs de référence de HbCO (non fumeurs) : ≤ 1.5%. 
 
 
 
 
 
 
 
3- Bilan biologique 
 
Les tablaux 5 et 6 représentent, respectivement, les résultats des paramètres biochimiques et 
hémobiologiques déterminés chez les groupes de fumeurs actifs, de fumeurs passifs et des témoins. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sujets 
(effectif) 
Concentration de nicotine. 
[moyenne ± l’écart type] (µg/ml)
Concentration de cotinine.
[moyenne± 
l’écart type] (µg/ml) 
  Fumeurs actifs                                (12) 3.39 ± 2.06 4.14 ± 2.35 
Fumeurs passifs                              (7) 0.64 ± 0.31 1.25 ± 0.79 
Témoins                    (10) ND ND 
Sujets 
(effectif) 
Taux d’HbCO 
[moyenne ± l’écart type] (%)
  Fumeurs actifs                                (22) 3 ± 0.021 
Fumeurs passifs                              (22) ND 
Témoins (non exposés)                   (25) ND 
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Tableau 5 : 
 
 
Tableau 6 :  
 
Sujets 
(effectif) 
GB 
[moyenne± l’écart type] 
VN : 
[4-10] 10
3
/mm
3 
GR 
[moyenne± l’écart type] 
VN : 
[4-6] 10
6
/mm
3 
VGM 
[moyenne± l’écart 
type] 
VN : 
[80-96] fl 
Fumeurs actifs    (25)         8.57 ± 2.04 4.72  ± 0.31 88.94 ± 6.93 
Fumeurs passifs (18) 7.4 ±1.64 4.6  ± 0.65 84.72 ± 4.33 
Témoins             (25) 6.9 ± 1.70 4.44 ± 0.59 83.42 ± 8.61 
 
IV- Discussion : 
 
  1- Nicotine et cotinine : 
 
-Les concentrations urinaires de nicotine varient de 0.48-7.59 µg/ml (moyenne : 3.39 µg/ml) chez les 
fumeurs actifs et de 0.31-1.27 µg/ml (moyenne : 0.64 µg/ml) chez les fumeurs passifs.  
-Les concentrations urinaires de cotinine varient de 0.99-9.17 µg/ml (moyenne : 4.14 µg/ml) chez les 
fumeurs actifs et de 0.14-2.58 µg/ml (moyenne : 1.25 µg/ml) chez les fumeurs passifs.  
 
-Les valeurs de nicotine et de cotinine sont  significativement plus élevées chez les fumeurs que chez les 
fumeurs passifs. Ces valeurs sont nulles chez les témoins non exposés.  
-50% des fumeurs présentent un taux de nicotine supérieur à 2.41 µg/ml et 75 % de ces fumeurs 
présentent un taux de cotinine supérieur à 2.74 µg/ml. 
 
-100% des fumeurs passifs présentent un taux de nicotine inférieur à 2.41 µg/ml et un taux de cotinine 
inférieur à 2.74 µg/ml. 
 
2- Taux de carboxyhémoglobine (HbCO) : 
 
-Le taux de HbCO varie de 0.26-8.02 % (moyenne : 3%) chez les fumeurs actifs.  
-Les fumeurs passifs et les témoins ne présentent pas de taux détectables. 
-La moyenne de HbCO des fumeurs (3%) représente le double de la valeur de référence  (1.5%). 
-68 % des fumeurs présentent un taux de HbCO  supérieur à la  valeur de référence. 
 
 
 
 
 
Sujets 
(effectif) 
Glycémie [moyenne± 
l’écart type] (g/l) 
VN : 
[0.7-1.20] g/l 
Cholestérol .T 
[moyenne± 
l’écart type] 
VN: 
[1.25-2] g/l 
Triglycérides 
[moyenne± l’écart 
type] 
VN : 
[0.5-2] g/l 
LDL/HDL 
[moyenne± 
l’écart type] 
 
 
Fumeurs actifs  
(22) 
0.86 ± 0.15 1.69  ± 0.34 1.29  ± 0.79 3.41 ±  1.09 
Fumeurs passifs 
(16) 
0.89  ± 0.13 1.81  ± 0.50 1.04  ± 0.40 2.96  ± 1.03 
Témoins (26) 0.88  ± 0.10 1.75  ± 0.36 1.13 ±  0.52 2.66  ± 0.99 
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3- Marqueurs biologiques : 
 
Les perturbations biologiques, relevées, se limitent au rapport LDL/HDL. 
 
En effet, le rapport LDL/HDL est, significativement plus élevé chez les fumeurs  (3.42)  que chez 
les témoins (2.66). Il est, également,  plus élevé, sans être significatif,  chez « les fumeurs passifs » (2.96) 
que chez les témoins. 
 
En absence d’une dyslipoprotéinémie pathologique, l’implication du tabagisme n’est pas à écarter. 
 
Conclusion : 
 
La nicotine et la cotinine sont plus spécifiques de l’exposition tabagique que le  HbCO. 
 
Leurs taux  sont, très significativement, plus élevés chez les fumeurs que chez les « fumeurs passifs », ils  
sont indétectables chez les témoins. 
 
Notant que la cotinine, présentant une longue demi-vie (15h) et moins de variabilité que la nicotine, 
corrèle, positivement et de façon très significative,  l’exposition tabagique .Elle constitue un  marqueur 
sensible et fidèle de l’exposition tabagique.  
 
Les taux de nicotine et de cotinine urinaires, retrouvés chez les « fumeurs passifs », soulignent la réalité et 
l’intensité de l’exposition de ces « fumeurs passifs » d’où la nécessité de prendre des mesures plus 
restrictives en matière de lutte contre le tabagisme. 
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